Prosimy cytowac jako: Inz. Ap. Chem. 2010, 49, 1, 123-124

Nr 1/2010

INZYNIERIA I APARATURA CHEMICZNA

str. 123

Karolina ZYNEK, Agnieszka TOMASZEWSKA, Jolanta BRYJAK

e-mail: karolina.zynek@pwr.wroc.pl

Zakfad Chemii Bioorganicznej, Wydziat Chemiczny, Politechnika Wroctawska, Wroctaw

Stahilno$¢ operacyjna tyrozynazy w reaktorze okresowym
w obecnosci substratéw oraz rozpuszczalnikéw organicznych

Wstep

Tyrozynaza, inaczej oksydaza polifenolowa, charakteryzuje sig zdol-
noscia konwersji dwoch typow substratow: krezolazowych (monofeno-
le) oraz katecholazowych (difenole). Enzym ten ma szereg potencjal-
nych zastosowan przemystowych: otrzymywanie polimeréw, produkcja
zwiazkow o znaczeniu farmakologicznym (L-DOPA), przeciwutlenia-
czy czy detekcja pochodnych fenolowych [1]. W zwiazku z powszech-
nie obserwowang inaktywacja tyrozynazy w obecnosci substratow,
szczeg6lnie difenolowych [2], efektywne wykorzystanie wlasciwosci
tego enzymu wymaga podwyzszenia jego stabilnosci operacyjnej przede
wszystkim poprzez ograniczenie inaktywacji samobdjczej. W chwili
obecnej brak jest jednoznacznego wyjasnienia mechanizmu tej reakcji,
przy czym najczgsciej wymienia sig, jako przyczyng zjawiska, wigza-
nie chinonu (produktu reakcji) z biatkiem oraz atak grup funkcyjnych
biatka wolnymi rodnikami, generowanymi podczas enzymatycznego
utleniania zwiazkow fenolowych [2]. Uwaza sig, ze zjawisko to mozna
ograniczy¢ przez wprowadzenie do ukladu reakcyjnego rozpuszczalni-
ka organicznego, mieszajacego si¢ z woda, co stabilizuje wolne rodniki.
Dodatkowa zaleta takiego Srodowiska reakcji jest zwigkszenie rozpusz-
czalnosci hydrofobowych substratoéw oraz zwigkszenie rozpuszczalno-
Sci tlenu, ktory jest ko-substratem.

Celem pracy byto zbadanie stabilnosci tyrozynazy w obecnosci sub-
stratow krezolazowych (L-Tyrozyna, o-aminofenol) i katecholazowych
(L-DOPA, p-tert-butylokatechol) oraz préba oszacowania mozliwosci
zwigkszenia stabilno$ci enzymu w mieszaninie reakcyjnej poprzez do-
danie etanolu i dimetyloformamidu w st¢zeniu 10%.

Materialy i metody

Do badan wykorzystano tyrozynazg z pieczarek (Agaricus bisporus)
uzyskang przy uzyciu wczesniej opisanej procedury [3]. W badaniach
wstepnych sprawdzono stabilno$¢ tyrozynazy w obecnosci réznych
stgzen o-aminofenolu (1-10 mM) (o-AP), L-Tyrozyny (0,25-2 mM)
(L-Tyr), L-DOPA (0,25-2 mM), p-tert-butylokatecholu (1-8 mM)
(p-TBC) oraz dla kazdego zwiazku wybrano stezenie nie wywolujace
szybkiej denaturacji enzymu. W tym celu poszczegdlne roztwory sub-
stratow preinkubowano w termostatowanych reaktorach okresowych
w 30°C, po czym dodawano roztwor enzymu i w réznych interwalach
czasowych pobierano probki do pomiaru aktywnos$ci. Nastgpnie zbada-
no wptyw dodania 10% rozpuszczalnika organicznego na reakcjg pro-
wadzona w roztworze substratu o okreslonym stgzeniu. Dla kazdego
substratu, w kombinacji z etanolem (EtOH) lub dimetyloformamidem
(DMF), badano przebieg procesu inaktywacji enzymu. Aktywno$¢ ty-
rozynazy oznaczano spektrofotometrycznie w 30°C w obecnosci nastg-
pujacych substratow: o-AP (435 nm), L-Tyr (475 nm), L-DOPA (475
nm) i p-TBC (400 nm). Aktywnos¢ byta oznaczana wzgledem najwyz-
szego stezenia danego substratu, a za jedna jednostkg aktywnosci (1U)
przyjeto taka ilo$¢ enzymu, ktora w warunkach testu powoduje przyrost
absorbancji 0 0,001 w czasie 1 minuty.

Wyniki i ich oméwienie

W pierwszej kolejnosci zbadano wptyw stezenia substratow krezo-
lazowych (L-Tyr, o-AP) oraz katecholazowych (L-DOPA, p-TBC) na

stabilno$¢ tyrozynazy w mieszaninie reakcyjnej i dobrano takie stgzenie
substratu, ktore nie wywotywalo szybkiej inaktywacji tyrozynazy. Na
podstawie uzyskanych wynikow (dane nie prezentowane) stwierdzo-
no, ze inaktywacja tyrozynazy w obecnosci substratow krezolazowych
jest mniejsza od katecholazowych oraz, ze dla wszystkich testowanych
zwiazkow zjawisko to ma charakter umiarkowany dla st¢zenia 2 mM,
ktore zostato wybrane do dalszych badan.

Zasadniczym celem pracy bylo zbadanie wptywu dodania etanolu lub
dimetyloformamidu w st¢zeniach 10% (st¢zenia dobrano w niezalez-
nych eksperymentach) na szybko$¢ inaktywacji tyrozynazy w obecno-
$ci testowanych substratow. W tym celu, dla kazdego substratu inakty-
wacj¢ tyrozynazy prowadzono wedlug schematu: kontrola dla enzymu
w buforze (1), z dodaniem rozpuszczalnika (2), w obecnosci substratu
(3) oraz uktad zawierajacy enzym, substrat i rozpuszczalnik (4), dzigki
czemu mozliwe bylo jednoznaczne oszacowanie czynnika wywotujace-
go dominujaca inaktywacj¢ enzymu oraz mozliwos$¢ ograniczenia tego
zjawiska poprzez wprowadzenie ko-rozpuszczalnika do mieszaniny re-
akcyjne;j.
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Rys. 1. Inaktywacja tyrozynazy w roztworze 10% EtOH (0) oraz w obecnosci sub-

stratow: (a) krezolazowych — o-AP (A), 0-AP + 10% EtOH (A), L-Tyr (e), L-Tyr

+ 10% EtOH (o) oraz (b) katecholazowych: p-TBC (A), p-TBC + 10% EtOH (A),

L-DOPA (e), L-DOPA + 10% EtOH (o w pordwnaniu z procesem prowadzonym
w buforze (¢)
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Rys. 2. Inaktywacja tyrozynazy w roztworze 10% DMF (0) oraz w obecnosci sub-

stratow: (a) krezolazowych — 0-AP (A), 0-AP + 10% DMF (A), L-Tyr (e), L-Tyr

+ 10% DMF (o) oraz (b) katecholazowych: p-TBC (A), p-TBC + 10% DMF (A),

L-DOPA (e), L-DOPA + 10% DMF (o) w poréwnaniu z procesem prowadzonym
w buforze (¢)

Uzyskane wyniki potwierdzaja wezesniejsze badania, z ktorych wy-
nikalo, ze zaréwno etanol (Rys. 1) jak i dimetyloformamid (Rys. 2)
w stgzeniu 10% jedynie nieznacznie obnizaja stabilno$¢ tyrozynazy.

Natomiast inaktywacja enzymu w obecnosci prawie wszystkich te-
stowanych substratow przebiega znacznie szybciej. Wyjatkiem jest
L-Tyrozyna, w obecnosci ktorej nie zaobserwowano zmian stabilnosci
enzymu w odniesieniu do proby kontrolnej. Glowna przyczyna masyw-
nej inaktywacji tyrozynazy w obecnosci substratow (przede wszystkim
katecholazowych) najprawdopodobniej jest proces inaktywacji samo-
bojczej, ktory moze by¢ zwiazany m.in. z obecnoscia wolnych rodni-
koéw, powstajacych w mieszaninie reakcyjnej, podczas utleniania zwiaz-
kow fenolowych. Teoretycznie, zjawisko to powinno zosta¢ ograniczone
przez wprowadzenie do mieszaniny reakcyjnej nawet niewielkich ilosci
rozpuszczalnika mieszajacego si¢ z woda. Jednak efekt ten osiagnigto
jedynie w kilku przypadkach i w stopniu umiarkowanym.

Potaczenie o-aminofenolu zar6wno z etanolem jak i dimetyloforma-
midem skutkowato widocznym, ale niewielkim, wzrostem stabilnosci
tyrozynazy w poréwnaniu z procesem prowadzonym w wodnym roz-
tworze o-AP. Natomiast dla enzymu inkubowanego w roztworze p-TBC
z dodatkiem etanolu nie zaobserwowano zmian stabilno$ci, a dodatek
dimetyloformamidu zwigkszat szybkos$¢ inaktywacji. W przypadku
L-DOPA, niezaleznie od uzytego ko-rozpuszczalnika, zaobserwowano
znaczny spadek stabilnosci enzymu w poréwnaniu z kontrola z substra-
tem. Natomiast inaktywacja tyrozynazy w obecnosci L-tyrozyny byta
nieznacznie modyfikowana przez dodatek obu rozpuszczalnikow.

Podsumowanie

Gloéwnym celem pracy bylo zbadanie stabilnosci tyrozynazy w obec-
nos$ci substratow krezolazowych i katecholazowych oraz préba ogra-
niczenia inaktywacji enzymu w mieszaninie reakcyjnej poprzez wpro-
wadzenie do uktadu ko-rozpuszczalnika (EtOH lub DMF w stgzeniu
10%).

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze dominujacy
wplyw na zjawisko inaktywacji enzymu ma rodzaj substratu, a w szcze-
golnosci obecnos¢ substratow katecholazowych (L-DOPA, p-TBC),
ktorych utlenianie wywoluje szybka utratg aktywnosci enzymu. Rezul-
taty te sa zgodne z eksperymentami, opisanymi dla tyrozynazy w litera-
turze [2]. Natomiast wyniki otrzymane w obecno$ci rozpuszczalnikéw
organicznych wydaja sig¢ przeczy¢ ogodlnie przyjgtemu mechanizmowi
inaktywacji samobojczej przez wolne rodniki. Wymagaja one zatem
bardziej szczegétowych wyjasnien.

Rozpatrujac mechanizm reakcji z udzialem tyrozynazy nalezy
uwzgledni¢, ze tyrozynaza wystgpuje w trzech podstawowych for-
mach: deoksy-, oksy- oraz met-, ktore zwiazane sa ze stopniem utlenie-
nia dwoch atomow miedzi, wystgpujacych w centrum aktywnym tego
enzymu [4]. Deoksy-tyrozynaza nie posiada funkcji katalitycznej, ale
dzigki wyjatkowo duzemu powinowactwu do tlenu, tatwo przeksztatca
si¢ w oxy-forme, ktora jest jedyna forma enzymu, posiadajaca zdolnos¢
przeksztalcania zarowno substratow krezolazowych (monofenole) jak
i katecholazowych (difenole). Z kolei met-tyrozynaza powstaje w trak-
cie reakcji katalizowanej przez oksy-formg i odpowiada jedynie za re-
akcje z substratami katecholazowymi [5]. W efekcie utlenianie fenoli
przebiega w dwoch cyklach, jednak Zaden z dotychczas proponowanych
mechanizmdéw nie wyjasnia silniejszej inaktywacji enzymu difenolami.

W 2007 roku Land 1 inni [2] zaproponowali nowa koncepcje wy-
jasnienia inaktywacji samobdjczej w powiazaniu z mechanizmem
reakcji. Zgodnie z nia, najwigkszy wplyw na utratg aktywnosci tyro-
zynazy, w trakcie biotransformacji difenoli, ma nieprawidlowa orien-
tacja przestrzenna katecholu w centrum aktywnym enzymu, czyli tzw.
»prezentacja krezolazowa”, powodujaca odlacznie atomu miedzi od
koordynujacych reszt histydylowych w centrum aktywnym i catkowi-
ta utrat¢ aktywnosci. Oznacza to, ze inaktywacja samobdjcza dotyczy
tylko oksy- formy tyrozynazy i wystgpuje w mniejszym nasileniu przy
substratach krezolazowych.

Badania przeprowadzone w ramach prezentowanej pracy czgscio-
wo potwierdzaja przedstawiona koncepcje. Dodatkowo, wprowadze-
nie do uktadu reakcyjnego ko-rozpuszczalnika (EtOH lub DMF), nie
powodowalo wzrostu stabilno$ci tyrozynazy w obecnosci substratow
katecholazowych, co w duzej mierze podwaza stuszno$¢ rodnikowe-
go mechanizmu inaktywacji. Zatem jedynym uzasadnieniem stoso-
wania rozpuszczalnikow organicznych mieszajacych si¢ z woda, jako
srodowiska reakcji dla tyrozynazy, jest zwigkszenie rozpuszczalnosci
hydrofobowych substratow oraz rozpuszczalnosci tlenu, ktory jest ko-
substratem badanego enzymu.
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